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Sargazo, ensayo para medir su capacidad antioxidante y posibles compuestos presentes en
el extracto

Sargassum, assay to measure its antioxidant capacity and possible compounds present in
the extract

Método FRAP (Espectros do Absorcion)
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Resumen

El sargazo es un género de macroalgas de la clase de algas pardas, algunas especies de estas macroalgas
son consumidas como parte de la dieta debido a que son un reservorio de compuestos biol6gicamente
activos; por ejemplo, &cidos grasos omega-6, antioxidantes, alginatos, carotenoides y compuestos
fenolicos. Muchos de estos compuestos presentan propiedades antioxidantes las cuales juegan un
importante papel en el tratamiento de algunas enfermedades (inflamacién crdnica, cancer, desordenes
cardiovasculares) en procesos de oxidacion y envejecimiento.

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante se han desarrollado diferentes métodos; principalmente,
los basados en una reaccion de trasferencia de electron; y, los basados en una reaccion de trasferencia
de atomo de hidrégeno entre el antioxidante y el radical libre. Por sus siglas en inglés, SET y HAT
respectivamente.

En este trabajo se presenta la determinacion preliminar de antioxidantes en una muestra de Sargazo que
se recolectd de la zona costera de Campeche (Champoton) en diciembre de 2019, la muestra se lavo
con agua potable y fue refrigerada. La revision bibliografica permitié establecer las condiciones
experimentales de extraccion y andlisis. La muestra se secd a la sombra durante 72 horas y
posteriormente en la estufa a 80 °C durante 16 h, se realizd la extraccion con etanol a temperatura
ambiente durante 24 hy la relacion disolvente: muestra seca de sargazo fue 1:10. El extracto fue tratado
segun lo reportado por Benzie y Strain (1999). La capacidad antioxidante se evalu6 empleando la
capacidad reductora del Fe3* (Método FRAP, por sus siglas en inglés). Se investigaron los posibles
compuestos que pueden aportar al valor de la capacidad antioxidante.

Palabras Clave: sargazo, antioxidantes, FRAP, alga parda

Abstract

Sargassum is a genus of macroalgae in the class of brown seaweeds. Some species of these macroalgae
are consumed by people, because they are a reservoir of biologically active compounds; for example,
omega-6 fatty acids, antioxidants, alginates, carotenoids and phenolic compounds a lot of which offer
potential medicinal uses against some diseases (chronic inflammation, cancer, cardiovascular
disorders) in oxidation and aging processes.

In order to assess the antioxidant capacity two types of methods are generally used. One type is based
on (a) a single electron transfer (SET) which depends on the potential of the antioxidant to reduce
certain molecules and compounds by transferring an electron. (b) The other type is based on a hydrogen
atom transfer (HAT) method which donates a hydrogenion from a stable molecule thus allowing the
antioxidant to scavenge the reactive oxygen species.

This study provides evidence of antioxidant capacities of sargassum from a sample collected in
December 2019 in the coastal area of Campeche (Champotdn). The samples were washed thoroughly
with fresh water and kept cool. A literature review allowed us to establish the experimental conditions
(extraction and analysis). Sargassum was shade dried for 72 h and subsequently in the oven at 80 °C
for 16 h. Extraction was carried out with ethanol at room temperature for 24 h and sargassum/solvent
ratio was 10:1. The algal extract was carried out as described by Benzie & Strain (1999). The
antioxidant capacity was evaluated using Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). Possible
compounds that can contribute to the value of antioxidant capacity were investigated

Key words: sargassum, antioxidant, FRAP, brown seaweed
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Introduccion

El sargazo es un género de macroalgas de la clase de algas pardas, algunas especies de estas
macroalgas son consumidas como parte de la dieta debido a que son un reservorio de compuestos
bioldgicamente activos; por ejemplo, &cidos grasos omega-6, polisacaridos sulfatados,
antioxidantes, alginatos, carotenoides y compuestos fendlicos (Pinto, 2020). Muchos de estos
compuestos presentan propiedades antioxidantes, es decir, las moléculas son capaces de atrapar el
electron desapareado del radical libre e inactivarlo. Esto evita reacciones de oxidacion que juegan
un importante papel en los procesos de envejecimiento y en el tratamiento de algunas enfermedades
(inflamacidn crénica, cancer, desordenes cardiovasculares).

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante se han desarrollado diferentes métodos; entre los
que se encuentran los basados en una reaccion de trasferencia de un electron y los basados en una
reaccién de trasferencia de un atomo de hidrdgeno entre el antioxidante y el radical libre (Queiroz,
2008). Por sus siglas en inglés, SET y HAT respectivamente. Los métodos que se basan en el
mecanismo SET involucran una reaccion redox (Ecuacién 1) son muy empleados para determinar
la capacidad antioxidante de extractos naturales, debido a que requieren de disoluciones que son
sencillas de preparar, las mezclas de reaccion son estables y las determinaciones en general
emplean un cromdéforo (oxidante) que se detecta espectrofotometricamente en el intervalo de luz
visible, los métodos mas sobresalientes son el ABTS, DPPH y FRAP (Figura 2).

R* + AH RH + A* (1)

Oxidante Antioxidante Oxidante reducido Antioxidante Oxidado
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Figura 2. Ensayos para determinar actividad antioxidante basados en transferencia de un electrén.
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El Ensayo de decoloracion con el radical cationico Acido 2,2'- Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-
Sulfénico (ABTS) permite la determinacion de antioxidantes hidrofilicos e hidrofobicos, para ello
se genera el radical ABTS"™ por medio quimico o enzimatico, el cual es de color verde-azul y es
soluble en agua. La adicion del antioxidante al cation radical disminuye el color y se relaciona con
la inhibicidn del radical.

Ensayo de decoloracion del radical 1-1-difenil-2- picrilhidrazilo (DPPH). Este ensayo solo permite
la determinacion de antioxidantes hidrofdbicos. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)
es conocida como un radical libre estable (DPPH?®), este radical es soluble en metanol y presenta
un color violeta intenso. Este color se atenua si el DPPH® reacciona con un compuesto antioxidante
(AH) este cambio se emplea para la determinacion de la capacidad antioxidante (Brand-Williams
y col., 1995).

FRAP ((Ferric ion Reducing Antioxidant Power o Capacidad antioxidante para Reducir el ion
Férrico del plasma) (Ensayo FRAP). El ensayo FRAP mide en presencia de un antioxidante la
reduccion del complejo de hierro férrico y una triazina Fe®* -TPTZ a su forma ferrosa Fe?* -TPTZ
que es de un color azul intenso. La reaccion no es especifica ya que cualquier semireaccion que
tenga un potencial redox menor que la semireaccion (Fe** + e — Fe 2" ) conducira a la formacion
de Fe 2* . El incremento de color (absorbancia) esta relacionado con el poder reductor de los
antioxidantes donantes de electrones presentes en el medio de reaccion (Benzie y Strain, 1996).
En la literatura existen reportes sobre la capacidad antioxidante del sargazo, el cual depende del
lugar y de la estacion en que se colectd (Zubiay col., 2008). El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la capacidad antioxidante de una muestra de sargazo colectada en la zona costera de
Campeche en diciembre de 2019 y determinar los posibles compuestos antioxidantes presentes en
el extracto obtenido. La revision bibliografica permitio establecer las mejores condiciones
experimentales de extraccion y analisis. La capacidad antioxidante se evalu6 empleando el ensayo
de la capacidad de reduccion féerrica del plasma (FRAP por sus siglas en inglés) de Benzi y Strain
(1996).

Materiales y Métodos

Coleccion de muestra
La muestra de Sargazo se recolecto de la zona costera de Campeche (Champoton) en diciembre de
2019, esta se lavo con agua potable en el sitio de muestreo y se transport6 al laboratorio en bolsas
de polietileno estériles.

Preparacion de la muestra

Después de una extensa revision bibliogréafica, se disefid y realizo el tratamiento de muestra, el cual
consistio en secar el sargazo a la sombra durante 72 horas, después en estufa a 80 °C durante 16
horas, pulverizar y almacenar en refrigeracion hasta su andlisis. El extracto de sargazo se obtiene
al usar etanol a temperatura ambiente durante 24 horas utilizando una relacion disolvente:muestra
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seca 1:10 (Dang y col., 2018; Cho y col., 2007). Despues de este tiempo, la muestra se filtra y se
toman alicuotas para su analisis.

a)
Meétodo FRAP (Espectros de Absorcidn)
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Figura 3. a) Espectros obtenidos para los estandares de calibracion (4 a 314 uM de Fe?").
b) Curva de calibracion.
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Método FRAP

Se realiza el procedimiento de acuerdo con el méetodo de Benzie & Strain (1996) con algunas
modificaciones, el reactivo del método FRAP se prepara el dia de trabajo y para ello se elaboran 3
disoluciones a) TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) 10 mM en acido clorhidrico; b) 40 mM, cloruro
férrico (20 mM) y c) buffer de acetatos 300 mM (pH=3.6) las cuales se mezclan en una relacion de
1:1:10, respectivamente. Se miden 3.9 mL del reactivo FRAP y se colocan en un recipiente donde
se mezclan con 500 pL del extracto etandlico. La absorbancia se mide a A=596 nm con un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer). El acido
galico se usé como control positivo. Se prepararon estandares de 4 a 314 pM Fe?" y los resultados
se expresan en pM Fe?*/g muestra seca.

Resultados y Discusién

El objetivo del trabajo fue determinar el contenido de antioxidantes en la muestra de sargazo,
empleando el método FRAP, bajo las condiciones experimentales descritas. Los espectros de
absorcion obtenidos para los estandares de calibracion preparados (4 a 314 uM de Fe?*) se muestran
en la Figura 3a. El barrido espectral permitié definir la longitud de onda de maxima absorbancia
(A = 596 nm) para construir la curva de calibracion. En la Figura 3b se presenta la curva de
calibracién obtenida, en que se observa una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracién
del complejo de Fe?* formado Fe?*-TPTZ. El coeficiente de correlacion lineal obtenido es de 0.999.
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Figura 4. Compuestos fenolicos solubles en etanol encontrados en Sargassum muticum. (1)
acido galico, (2) acido protocatéquico, (3) 3,4-dihidroxibenzaldehido, (4) acido p-
hidroxibenzoico, (5) acido clorogénico, (6) acido vainillico, (7) p-hidroxibenzoico, (8) acido
cafeico, (9) acido siringico, (10) acido p-cumarico, (11) acido salicilico y (12) acido ferulico.
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El ensayo FRAP permitié obtener el valor de capacidad antioxidante de 0.29 uM de Fe?*/g de
muestra seca en la muestra de sargazo colectada en Champotdn Campeche en invierno. Este valor
de la capacidad antioxidante no es un valor esperado, sin embargo, se sabe que esta sujeto a una
gran variabilidad, depende del lugar de colecta, temperatura, cantidad de radiacion UV que incide
sobre la muestra. En cierta forma una alta exposicion al sol es responsable de inducir la produccion
de antioxidantes como defensa (Budhiyanti y col., 2012).

Para concluir el trabajo se realiz6 una revision sobre los antioxidantes que se han reportado
presentes en el sargazo y de acuerdo con su estructura y propiedades evaluar cuales se podrian
encontrar en los extractos etanolicos.

Se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos en extractos etanélicos de sargazo (Anaelle
y col., 2013). Klejdus y col., (2017) informan la identificacion de varios compuestos fendlicos en
Sargassum muticum en extractos obtenidos después de llevar a cabo una hidroélisis Figura 4.

Los bromofenoles son compuestos que proporcionan el sabor caracteristico a los organismos
marinos, se cree que su presencia en estos deriva de la ingesta de algas marinas, ya que son las
algas las que pueden sintetizarlos. La presencia de bromofenoles (2-Bromofenol, 4-bromofenol,
2,4-Dibromofenol, 2,6-Dibromofenol, y 2,4,6-tribromofenol) con actividad antioxidante se ha
estudiado en Sargassum siliquastrum (Yin y col., 2003). Los bromofenoles se encuentran en
extractos etéreos y de diclorometano, no asi en extractos etanolicos (Gonzélez y col., 2017). Es
poco probable encontrar bromofenoles en nuestros extractos.

También dentro de los compuestos fendlicos que se han reportado presentes en cantidades
importantes en sargazo es el floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) el cual es la unidad estructural
de los florotaninos, los cuales se consideran los principales compuestos fendlicos en sargazo, los
florotaninos pueden encontrarse libres o formando complejos con diferentes componentes de las
paredes celulares de las algas (Li y col., 2017), lo que ha permitido encontrarlos en los extractos
de etanol, estos compuestos fenolicos son esenciales para las algas pardas porque se producen como
metabolitos secundarios que participan como defensa quimica, proteccion contra la radiacion UV,
interacciones con otros organismos. Los florotaninos encontrados en algas pardas han sido
estudiados por diferentes grupos de trabajo (Gheday col., 2021; Liy col., 2017; Nakai y col., 2006)
por sus beneficios y potencial uso en terapias de diversas enfermedades. En sargazo se han
encontrado florotaninos que se clasifican de acuerdo con el enlace entre las unidades de
floroglucinol como son los fuhaholes/floroetoles (enlace éter), fucoles (enlace fenil),
fucofloroetoles (enlace éter y fenilo) y eckoles (enlace dibenzodioxina) (Figura 5).

Los carotenoides son moléculas lipofilicas y toman un papel importante en la proteccion contra
procesos foto-oxidativos en las algas pardas (Hermund, 2018). El carotenoide mas abundante en el
sargazo es la fucoxantina (Figura 6) la cual presenta un color café intenso. Es efectiva para
absorber la luz, por lo que participa en la fotosintesis como un pigmento fotosintético, su estructura
es la responsable de su importante actividad antioxidante. La fucoxantina es mas inestable que
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otros carotenoides y se degrada facilmente bajo la influencia de la temperatura, luz y pH, es posible
encontrarla en los extractos de etanol (Nie y col., 2021).

Fuhaholis ] o
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HE o—t oR
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Figura 5. Estructuras de florotaninos.

Los terpenoides o isoprenoides como el loliolido (Giriwono y col., 2019) y el turberatolido B, asi
como las llamadas quinonas isoprenoides como el acido sargaquinoico y sargahidroquinoico;
presentan alta actividad antioxidante (Figura 7). Kim y col., (2020) realizaron la extraccion de
loliolido con metanol y confirmaron el potencial antioxidante de este monoterpenoide. Limy col.,
(2019) encontraron en los extractos etandlicos de Sargassum serratifolium altos niveles de los
acidos sargaquinoico y sargahidroquinoico.

Fucoxantina

Figura 6. Estructura de la fucoxantina.
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Figura 7. Estructura de terpenoides y quinonas isoprenoides.

El fucosterol (Figura 8) es un esterol de las algas pardas, se ha reportado su extraccién con etanol
en reflujo (Zhen y col., 2015). Las investigaciones realizadas sobre este compuesto indican
actividad positiva sobre la reduccion de los niveles de colesterol y efecto como agente
antidiabético, antioxidante y anticancerigeno (Min y col., 2020).

Fucoesterol

H&

Figura 8. Estructura quimica del fucoesterol.

Los flavonoides (Figura 9) son compuestos bioactivos encontrados en sargazo, los cuales
funcionan como antioxidantes, entre ellos se ha encontrado el kaempferol en extractos metandlicos
de Sargassum aspirofolium, latifolium y muticum. EI kaempferol es un flavonol, altamente soluble
en agua y etanol caliente (Fouda y col., 2019). Ruslin y col., (2018) usan etanol al 70 % para la
extraccion de flavonoides porque este disolvente tiene la capacidad de extraer compuestos en una
amplia variedad de polaridades y no es toxico; ademas, sefialan que el método de extraccion vy el
tipo de disolvente empleado no afecta el contenido de flavonoides en el extracto debido a que los
flavonoides tiene la misma cantidad de partes polares y no polares.
MRy, DIRECCION DE

J INVESTIGACION 147
Y POSGRADO


https://es.wikipedia.org/wiki/Flavonol
https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol

(

)

b
N\

CienciAcierta

L

Universidad Auténoma de Coahuila
Trabajo en Extenso del presentado en el XXXIIIl CNQA

Est030

Recepcién de articulo 24 de junio de 2021

Articulo aceptado el 22 de agosto de 2021
ISSN: 2683-1848

Flavonol (Kaempferol) I I

HOY ¥

OH

Figura 9. Estructura del kaempferol.

También esta reportado que las algas pardas del género Sargassum contienen metabolitos
secundarios estructuralmente dnicos como el sargasumol, plastoquinonas, cromanoles,
ciclopentenona (lwashima y col., 2005).

El sargasumol (Figura 10) fue aislado de extractos de metanol del S. micracanthum a temperatura
ambiente, fue nombrado asi por el grupo de B-S. Yun, (Kim y col., 2011) y presenta actividad
antioxidante.

Sargasumol OH

HO

Figura 10. Estructura quimica del sargasumol.

La plastoquinona se biosintetiza en plantas superiores y algas; participa en el transporte de
electrones involucrados en la fotosintesis, se clasifica como una benzoquinona isoprenoide (Eyong
y col., 2013), es un lipido soluble en disolventes organicos, por este motivo es dificil encontrarlo
en el extracto etandlico, Figura 11.

Varios metabolitos encontrados en las algas pardas son derivados del cromeno (benzopirano), los
cuales poseen propiedades fotoquimicas, exhiben citotoxicidad y actividad antioxidante (Hwa y
col., 2005). También se ha reportado que la sustitucion en el nacleo de cromeno con diferentes
grupos aumenta la capacidad de la molécula para prevenir enfermedades, en sargazo se han
encontrado cromanoles como los sargacromanoles (Li y col., 2017; Im y Seo, 2011). cromenos
como mojabancromanol (Hewage y col., 2020) entre otros en extractos etandlicos.

Los resultados de diferentes investigaciones han demostrado que polisacaridos como el acido
alginico (Sarithakumari y col., 2013) y fucoidan (polisacarido sulfatado) presentes en sargazo
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tienen una capacidad antioxidante importante, son potentes eliminadores de radicales libres y
agentes anticancerosos (Jesumani y col., 2020). Sin embargo, su extraccion es mas complicada que
la obtencidn del extracto etandlico, debido a que forman las paredes celulares de las algas y para
su extraccion se requieren técnicas asistidas con diferentes dispositivos como la extraccion por
microondas, ultrasonido, por enzimas, la extraccién con agua caliente presurizada y la extraccion
de fluidos supercriticos (Devi y col., 2019).

Plastoquinonas

L+ R

ey

HO

HO

Sargacromanol Mojabancromanol

Figura 11. Estructura de plastoquinona y derivados del cromeno.

Por todo lo anterior expuesto, es probable que en extracto etandlico obtenido de acuerdo con la
forma en que lo tratamos encontremos las especies como compuestos fendlicos, florotaninos,
terpenoides, quinonas isoprenoides como el 4&cido sargaquinoico Yy sargahidroquinoico,
flavonoides, sargasumol y cromenos. La fucoxantina es muy inestable y se degrada facilmente bajo
la influencia de la temperatura, luz y pH probablemente no la encontremos en nuestro extracto.

Conclusiones

El ensayo FRAP permitio la determinacion de la capacidad antioxidante de la muestra de sargazo
colectada en Campeche.

La capacidad antioxidante en sargazo estd sujeta a una gran variabilidad, depende de manera
importante de la cantidad de radiacion UV que incide sobre el mismo.

La bibliografia indica que son variados los compuestos antioxidantes encontrados en sargazo que
pueden extraerse en etanol como los compuestos fendlicos, florotaninos, terpenoides, quinonas
isoprenoides como el acido sargaquinoico y sargahidroquinoico, flavonoides, sargasumol y
Cromenos.
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